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Infoleht

Bakterite kinnitumine mikroseente niidistikule biofilmi niitel

Antud uurimistdoo keskendub potentsiaalselt taime kasvu soodustavate ja taimepatogeenide vastu
voitlemisel kasutatavate bakterite ja mikroseente omavaheliste interaktsioonide uurimisele.
Tulemustest selgus, et t60s kasutatud mikroseened olid eeldatavasti hiidrofoobse rakupinnaga,
bakteritest olid hiidrofoobsed vaid Rouxiella sp. ja Pseudomonas helleri. Bakteritest oli parim
biofilmi moodustaja Pseudomonas koreensis, mikroseentest kdik peale Trichoderma sp. Ukski
bakter ei inhibeerinud Trichoderma sp. kasvu ja iileiildiselt inhibeerisid mikroseente kasvu
tugevamalt rohkem biofilmi moodustavad bakterid. Kokkuvodtteks voib oelda, et bakterite

kinnitumine seente hiiiifidele sOltub nii konkreetsest seenest kui ka konkreetsest bakterist.

Mirksonad: Bakterid, mikroseened, biofilm, biovéetis

CERCS kood ja nimetus: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

Bacterial attachment to the mycelium of microfungi on the example of biofilm

This research focuses on studying the interactions between bacteria and microfungi potentially
used for promoting plant growth and combating plant pathogens. The results revealed that the
microfungi used in the study were expected to have hydrophobic cell surfaces, while only Rouxiella
sp. and Pseudomonas helleri among bacteria exhibited hydrophobicity. Among the bacteria,
Pseudomonas koreensis was the best biofilm former, while all microfungi except Trichoderma sp.
were good at forming biofilms. None of the bacteria inhibited the growth of Trichoderma sp., and
overall, the bacteria that formed biofilms more effectively inhibited the growth of microfungi more.
In conclusion, the attachment of bacteria to fungal hyphae depends on both the specific fungus and

the specific bacterium.
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KASUTATUD LUHENDID

BFI bakterite ja seente vahelised interaktsioonid (bacterial-fungal interactions)

c-di-GMP tsiikliline di-guanosiin monofosfaat (cyclic di-guanosine monophosphate)

ECM ektomiikoriisa (ectomycorrhiza)

EPS eksopoliisahhariid (exopolysaccharide)

IAA indool-3-atseethape (indole-3-acetic acid)

MHB miikoriisa-abistaja bakterid (mycorrhizal helper bacteria)
QS kvoorumitaju, hulgatunnetus (quorum sensing)



SISSEJUHATUS

Bakterite ja seente vahelised interaktsioonid (BFI) ja nende vastastikune regulatsioon on olulised
nii 6kostisteemi toimimise, pdllumajanduse kui tervishoiu seisukohalt, kuid seni on seda veel vihe
uuritud (Nazir et al., 2009). BFI-sid uuritakse tavaliselt biofilmides, kus mdélemad mikroobid
fiiisiliselt suhtlevad, toodavad metaboliite ja reageerivad neile (Steffan et al., 2020). Bakterite ja
seente biofilmid podhjustavad probleeme erinevates valdkondades ja keskkondades, nditeks
joogivee jaotussiisteemides, mille tottu halveneb vee kvaliteet, ja meditsiinis, kus saastunud
seadmed pohjustavad erinevaid haiguseid ning nakkuseid (Seneviratne et al., 2008; Afonso et al.,
2019). Pollumajanduses voivad aga biofilmid olla kasulikud taimepatogeenidega voitlemisel ja
taimede kasvu soodustamisel. Uha enam pilvib tihelepanu pdllumajanduslikult oluliste bakteri-
seenekoosluste uurimine, sest seesugustel kooslustel on potentsiaalne moju kliimamuutustega
toime tulemisel, pinnase kvaliteedi ja taimede toitainete omastamise parandamisel, taimekaitses

ning bioremediatsioonis (Velmourougane et al., 2017).

Ulemaailmne liigne siinteetiliste fungitsiidide kasutamine on tekitanud resistentsust ja avaldanud
kahjulikku mdju kogu elusloodusele, sealhulgas inimestele ja loomadele, mis kdik omakorda toob
kaasa suure kahjuliku 6koloogilise moju (Gupta, 2018; Gupta 2019). Maailmas on tendents
litkumas suunas, kus soovitakse vihendada keemiliselt siinteesitud pestitsiidide kasutamist ning
uritatakse leida keskkonnasobralikke alternatiive (Thambugala et al., 2020). Taimede pinnale
moodustuvad mikroorganismide biofilmid loovad mikronisSi, mis erineb oluliselt imbritsevast
keskkonnast ja mdjutab otseselt taimehaiguste vastu voitlemist ning toiduohutuse tagamist (Morris
ja Monier, 2003). Biofilmid vdivad olla lahenduseks taimepatogeenidega voitlemisel, kemikaalide

eemaldamisel loodusest ning pollumajandussaaduste saagikuse tostmisel.

Kéesoleva t60 eesmérgiks on uurida varasemalt makroseente viljakehadest isoleeritud ja
potentsiaalselt taimede kasvu soodustavate bakterite kinnitumist mullas laialt levinud mikroseente
niidistikule biofilmi moodustumise niitel. Bakalaureusetdd teostati Tartu Ulikooli molekulaar- ja

rakubioloogia instituudis ja Oecologicumis.
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1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Bakterite ja seente interaktsioonid

Bakterid ja seened elavad koos erinevates keskkondades — pinnas, taimed, veekogud ning vdib ka
juhtuda, et inimese kehas. Nende omavahelised interaktsioonid, positiivsed voi negatiivsed, ei
mdjuta ainult neid endid, vaid kdiki ning kdike neid timbritsevat. Seetdttu on oluline mdista, kuidas
ja mille kaudu bakterid ja seened interakteeruvad ning milline on nende interaktsioonide moju nii
neile kui neid timbritsevale keskkonnale. Enne, kui mingi interaktsioon saaks toimuda, peavad
mikroorganismid koigepealt iiksteise kohalolu tunnetama — see omakorda soltub {imbritsevast
keskkonnast, selle omadustest, teistest keskkonnas olevatest (mikro)organismidest ja teguritest.
Uheks oluliseks teguriks on siinkohal ka mikroorganismi enda eripdrad ja fenotiiiibilised tunnused.

(Mandolini et al., 2021)

Bakterite ja seente vahelisi interaktsioone saab jagada kaheks: otsene kontakt ja molekulaarne
kommunikatsioon. Otsene kontakt jaguneb omakorda pealtniha ebakorrapérastest
interaktsioonidest kdrgelt spetsiifiliste {ihendusteni ja v3ib piisida monest hetkest pikema ajani.
Molekulaarsed interaktsioonid hdlmavad aga keerulist ja mitmekesist kemikaalide ning tihendite

kompleksi. (Mandolini et al., 2021)

Suuremal osal juhtudest bakterid liiguvad seenele lihemale kemotaksise mdjul (Steffan et al.,
2020). Bakterid voivad olla hiifosfaéris ehk hiiiife timbritsevas alas erinevates olekutes: vabalt
elavana, niidistikule kinnitunult, organiseeritud biofilmis voi endofiiiitidena (Miquel Guennoc et
al., 2018). Bakterite kinnitumisel méingib olulist rolli nditeks hiitifide elujoulisus — on leitud, et
Glomus sp.-ga seostunud Bacillus cereus ja Paenibacillus peoriae kinnituvad kdige paremini
mitteelujoulisele hiiiifile, Pseudomonas fluorescens vdib seostuda nii elavate kui elutute hiilifidega
ning Paenibacillus brasilensis vajab kinnitumiseks elavat hiilifi (Toljander et al., 2006).
Taiendavate uuringute pohjal voib viita, et elutud hiiiifid voivad olla isegi paremad bakterite
kinnitumiseks ja liikumiseks, sest siis ei tooda seen toksiine, mis vOivad péarssida bakteri
kinnitumist (Steffan et al., 2020).

Uheks bakterite ja seente vaheliseks interaktsioonivormiks on biofilm.
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1.2. Biofilm

Biofilmid on laialdaselt levinud ja neil on tihtis roll erinevates keskkondades - nii todstuses,
keskkonnas kui meditsiinis. Teades biofilmi moodustumisega seotud tegureid ja geene, voimaldab
see teadmine vélja tootada nditeks tdhusamaid strateegiaid kasutamaks biofilmi ja/voi biofilmil
pohinevaid komplekse sddstvamas ja keskkonnasdbralikumas podllumajanduses ning teistes

majandusharudes.

Mikroorganismid moodustavad biofilmi tavaliselt stressitingimustes, aga voivad moodustada ka
selleks, et soodsas kohas paremini piisima jddda (Velmourougane et al., 2017). Biofilmi
moodustumine soltub spetsiifilistest ja mittespetsiifilistest molekulaarsetest ja fiitisikalistest
interaktsioonidest, mille mehhanismid pole veel téielikult teada (Pons et al., 2011; Ammar et al.,
2015). Seega mdjutavad biofilmi moodustamist nt mullas paljud erinevad tegurid: mikroobide
toodetud metaboliidid ja rakupind, pinnamaterjal, mulla omadused — sealjuures temperatuur, pH,
toitainete, vee ja metallide olemasolu ning kindlasti ka teised mullas olevad organismid (Kour et

al., 2020).

Biofilmis olevad mikroorganismid vdivad 1dbi viia erinevaid bioloogilisi protsesse: fotosiintees,
lammastiku sidumine ja fermentatsioon ning biofilm annab mikroorganismidele suurema kaitse ja
suurendab nende vastupanuvoimet (Davey ja O’toole, 2000; Stanley ja Lazazzera, 2004). Kuid
koigil biofilmis olevatel mikroobirakkudel pole seal iihtmoodi hea olla — rakud, mis on
stivakihtides, ei saa nii palju toitaineid ja neil on raskem vabaneda kuhjuvatest jidkainetest, mis

omakorda parsib nende kasvu ning uute rakkude teket (Gjermansen et al., 2010).

B. Rosan oli iiks esimesi uurijaid, kes biofilmi moodustumist kirjeldas mitmeastmelise protsessina,
mis koosnes kolmest etapist: 1) mikroorganismide adsorptsioon pinnal, 2) rakkude kinnitumine
substraadile ja poliimeersete sildade moodustumine ning 3) mikroorganismide koloniseerimine ja
jagunemine pinnal (Costerton, 1999; Lorite et al., 2011). Hiljem on seda protsessi kirjeldust
korduvalt tdiendatud ja modifitseeritud (Andryukov et al., 2020).

Biofilmi rakud on fenotiiiibiliselt ja metaboolselt erinevad planktonilistest rakkudest, mis on
tingitud muutustest geeniekspressioonis ja regulatsioonis (Kuchma ja O’Toole, 2000; Whiteley et

al., 2001). Lisaks voimaldab tihedam rakkude kontakt biofilmides kiiremat geneetilise materjali
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iilekannet mikroorganismide vahel, mis toob kaasa suurema transformatsioonilise sageduse
biofilmides vorreldes planktoniliste rakkudega (Hausner ja Wuertz, 1999; Li et al., 2001). Biofilmis
on oluline rakkudevaheline suhtlus ja rakkude diferentseerumine (Lopez et al., 2010; Asally et al.,

2012).

Raku kinnitumist substraadile (biootiline/abiootiline) nimetatakse adhesiooniks, rakk-rakk
seondumist nimetatakse agregatsiooniks (Boland et al., 2000). Agregatsioon aitab kaasa biofilmi
edukamale moodustumisele, annab suurema liikidevahelise kaitse antimikroobsete iihendite vastu
ning soodustab geneetilise informatsiooni vahetust mikroorganismide vahel (Gilbert et al., 2002;
Perry et al., 2009). Mikroobide kinnitumist mdjutavad paljud tegurid: raku pinna hiidrofoobsus,
véliste struktuuride olemasolu voi puudumine ning raku poolt toodetud eksopoliisahhariidide
(EPS) kogus ja kvaliteet (Donlan, 2002). Biofilm on piiratud poliimeerse maatriksiga, milles olev
EPS mingib olulist rolli biofilmi moodustumisel ja mikroorganismide kinnitumisel ning EPS-i
maatriks muudab mikroorganismid vastupidavamaks ebasoodsatele tingimustele ka mullas
(Bianciotto et al., 2001; Velmourougane et al., 2017). EPS on véga oluline veel peremehele
kinnitumisel, kuna produtseeritud EPS-i kogusest sdltub adhesiooni tugevus mikroorganismi ja

peremehe vahel (Velmourougane et al., 2017).

Hiidrofoobsed interaktsioonid on koigist mittekovalentsetest interaktsioonidest tugevaimad ja
pinnale kinnitunud bakterirakkude arvu ning pinna hiidrofoobsuse astme vahel on selgelt
proportsionaalne lineaarne seos (Di Ciccio et al., 2015). Hiljutises Lamari et al. (2018) uurimuses
leiti, et pinna hiidrofoobsus on mikroobirakkude adhesiooni méérav tegur. See kinnitas varasemate
sarnaste uuringute tulemusi, mis néitasid hiidrofoobsuse rolli ja olulisust biofilmi moodustumise
indutseerimisel (Guo et al., 2013; Carniello et al., 2018). Sellest tulenevalt kinnituvad mikroobid
paremini hiidrofoobsetele ja mittepolaarsetele pindadele, vorreldes hiidrofiilsete pindadega
(Flemming ja Wingender, 2001a; Flemming ja Wingender, 2001b). Hiidrofoobsusest sdltub
paljude bakteri- ja seenpatogeenide peremehe koloniseerimise edukus ja bakterite ning seente
vahelise biofilmi moodustumise voimekus (Doyle, 2000; Morales ja Hogan, 2010). Filamentsed
seened produtseerivad viikeseid valke, hiidrofobiine, hiiiifide ja koniidide rakuseinte
vélispindadel, mis vahendavad seene ja keskkonna vahelisi interaktsioone ning suurendavad seene
hiidrofoobsust (Whiteford ja Spanu, 2002; Linder et al., 2005). Hiiilifide hiidrofoobsuse

iseloomustamine on oluline, mdistmaks selle mdju seen-bakteriaalsetes biofilmides (de Siqueira ja
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Lima, 2011). Uurides Pseudomonas aeruginosa ja Candida albicans’i biofilmi leiti, et kui
vihendada C. albicans’i huiifide hiidrofoobsust, siis vdhenes ka bakteri seondumine seenele
(Steffan et al., 2020). Samuti on seene pinna hiidrofoobsus seotud erinevate funktsioonidega seoses
seente kasvu ja arenguga ning stimbioosi korral (Linder et al., 2005; Siqueira ja Lima, 2012). Téhtis
on ka see, et hiidrofoobsus voib muutuda olenevalt kasvukeskkonnast ning olekust (mitme liigi
biofilm vs monokultuur) (Epstein et al., 2011). Lisaks hiidrofoobsusele mdjutab bakterite
adhesiooni ja biofilmi moodustumise efektiivsust pinna karedus, mille suurenemine suurendab

mikroobide kolonisatsiooni kiirust (Pons et al., 2011; Ammar et al., 2015).

1.2.1 Bakterite biofilm

Kuna biofilmis olevatel bakteritel on mitmekordne eelis biootilise ja abiootilise stressi resistentsuse
suhtes, on paljudel bakteritel vilja kujunenud vdime moodustada biofilmi nii abiootilistel pindadel

(meditsiiniseadmed, veetorud) kui ka eluskudedel (epiteelirakud) (Guennoc et al., 2018).

Bakterite biofilmi moodustumine on keeruline protsess, mis koosneb erinevatest etappidest (Joonis
1): poodrduv ja pé6rdumatu kinnitumine, mikrokoloonia teke, kiipse biofilmi moodustumine ning
16puks biofilmi hajumine ja rakkude vabanemine, mis voib omakorda algatada uue biofilmi

moodustumise (Stoodley et al., 2002).

/TP, 4m S5 4m \X

Planktoonilised rakud

Joonis 1. Biofilmi moodustumise etapid (modifitseeritud joonis; Bin Abu Bakar et al., 2018)
10
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Bakteri ja pinna esmane kokkupuude ehk p66rduv kinnitumine on juhuslik ja seal mangivad olulist
rolli rakuvilised struktuurid, néiteks piilid, nendes olevad adhesiini valgud, pinna omadused ning
erinevad tdmbe- ja tdukejoud (Artyushkova et al., 2015; Naskar ja Kim, 2019; Andryukov et al.,
2020). Poorduvale kinnitumisele jargneb podrdumatu adhesioon, mille kdigus suureneb EPS-i
tootmine markimisvéérselt ja kontaktjoud norgast rakk-rakk interaktsioonist muutub tihedaks ning

tugevaks sidemeks (Stoodley et al., 2002).

Bakterid toodavad erinevaid EPS-e: néiteks dekstraani, tselluloosi, alginaati ja sageli seostatakse
EPS-i ka erinevate metalliioonide, DNA, lipiidide ning valkudega (Flemming ja Wingender, 2010;
Velmourougane et al., 2017). Biofilmi kiipsemisel moodustab algselt lahustuv EPS filamentse
maatriksi, mis kiirendab rakkude agregatsiooni ja suurendab toitainete jaotumist bakterite vahel

(Velmourougane et al., 2017).

Viimastel aastatel on leitud, et biofilmi moodustumise ja edasise rakkude migratsiooni kéigus
moodustavad bakterid tihedaid agregeeritud klastreid (Andryukov et al., 2020). Agregaadi keskel
paiknevad rakud prolifereeruvad, samas kui vilimised rakud vastutavad koloonia toitmise,
signaalmolekulide vastuvotmise, keskkonnaparameetrite jélgimise ja maatriksi siinteesi eest
(Yazdi ja Ardekani, 2012; Melaugh et al., 2016). Tekkinud tiitarrakud liiguvad viljapoole, luues
seenekujulise biofilmi, mis aitab kaasa toitainete iihtlasemale jaotamisele (Vu et al., 2009; Limoli
et al., 2015). Algselt soltub rakkude jagunemine toitainete olemasolust, hiljem aga peamiselt

biofilmi sees toimuvatest bioloogilistest protsessidest (Catto ja Cappitelli, 2019).

Bakterite kinnitumine pinnale ja biofilmi moodustamine on rangelt reguleeritud protsessid, mis
soltuvad erinevatest molekulidest ja regulatoorsetest radadest, mis omakorda kontrollivad
geeniekspressiooni (O’Toole ja Kolter, 1998; Prigent-Combaret et al., 2001). Rakkude kasvukiirus
ja tihedus biofilmis on kontrollitud kvoorumi tunnetus siisteemi (QS) poolt toodetud
signaalmolekulide kaudu, mis reguleerib bakterikoosluse liikmete kollektiivset kditumist biofilmi
koigis etappides, tagades rakkudevahelise interaktsiooni protsesside jdrjepidevuse, samuti
geeniekspressiooni muutused biofilmi tekke alguses (Hu et al., 2019; Jiao et al., 2019; M. Wang ja
Tang, 2019).
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c-di-GMP (tstikliline di-guanosiin monofosfaat) midrab aga selle, kas rakk jaab planktonilisse voi
laheb iile sessiilsesse olekusse (Romling et al., 2005; Wolfe ja Visick, 2008; Velmourougane et al.,
2017). Lisaks on c-di-GMP seotud viburi liikuvuse ja EPS-i siinteesimisega (Ross et al., 1987;
Ryjenkov et al., 2006). Oluline on ka geeniekspressiooni iiles- ning allareguleerimine biofilmi
moodustumisel (Velmourougane et al., 2017). Erinevate geenide ekspressioon ja molekulide
olemasolu voi puudumine ei mojuta kdiki biofilmi protsesse ithtemoodi. Néiteks méngib eDNA
olemasolu olulist rolli bakterite algsete kinnitumisprotsesside juures, kuid sellel on vihene moju

kiipsele biofilmile (Tang et al., 2013).

1.2.2 Mikroseente biofilm

Kirjanduses on vihem uurimistdid filamentsete mikroseente biofilmi moodustumise kohta
vorreldes bakteritega, kuid on teada, et leidub nii sarnasusi kui erinevusi. Erinevusi eelkdige
seetdttu, et seentel on palju omadusi, mis bakteritel puuduvad: toitumine heterotroofilise
imendumise teel, reproduktiivsete ja vegetatiivsete struktuuride ehk eoste ja hiilifide areng,
suguline ja mittesuguline paljunemine, invasiivne kasv lébi substraadi ning eoste levik 1dbi 6hu
(Gulis et al., 2008; Siqueira ja Lima, 2013). Siiski on leitud, et filamentsed mikroseened kasvavad
biofilmidena valdavalt suure niiskustasemega erinevates keskkonna-, meditsiini- ja toostuslikes

tingimustes (Simdes et al., 2015; Afonso et al., 2019).

Harding et al. (2009) esitasid algse kuueastmelise mudeli biofilmi moodustumise kohta
filamentsete seente poolt, tuginedes eelnevalt avaldatud kirjeldustele sellistest biofilmidest ja
vottes arvesse bakteri- ja pdrmimudeleid (joonis 2): adsorptsioon, aktiivne kinnitumine pinnale,
mikrokoloonia moodustumine I, mikrokoloonia moodustumine II ehk algne kiipsemine, kiipsemine
ehk paljunemine, hajumine ehk planktoniline faas (Afonso et al., 2019). Viga olulised on seente
biofilmi moodustumise juures rakk-substraat ja rakk-rakk interaktsioonid, hiiiifide

diferentseerumine ja rakuvélise maatriksi tootmine (Blankenship ja Mitchell, 2006).

Adhesiooniprotsessi on mikroseentel kirjeldatud kaheetapilise protsessina. See hdlmab idanemata
koniidide esialgset kinnitumist, millele jirgneb arenevate idutorude ja kasvavate hiilifide edasine
adhesioon (Priegnitz et al., 2012). Termini “’biofilm’” kasutamine filamentsete seente kohta tekitab

lahkarvamusi, sest see ei seostu invasiivse kasvuga — siiski 1dbib niiteks seenelise biofilmi
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moodustamise mudelorganism C. albicans morfoloogilise diferentseerumise filamentseks (sageli
invasiivseks) vormiks, mis vOib olla vajalik tugeva biofilmi arenguks ja sageli ka
peremeesorganismi kudede invasiooniks ja virulentsuseks (Douglas, 2003; Blankenship ja
Mitchell, 2006). Bakterite biofilmi moodustamisel on véga oluline roll QS-il, mida C. albicans’i ja
S. cerevisiae puhul on kiill tdheldatud, kuid mikroseente biofilmi moodustamisel nii oluliseks ei
peeta (Hogan, 2006; Sprague ja Winans, 2006). Kiill aga on Harding et al. (2009) artiklis vilja
toodud mitmeid nditeid, kuidas filamentsed seened on vdimelised populatsiooni tasemel suhtlema
difundeeruvate rakuviliste signaalide kaudu, et koordineerida muutusi geeniekspressioonis,

morfoloogias ja arengus.

(1) Adsorptsioon / ,
p” , ! a8 Koniidid

< < - vl

C 2 Sl S Bt
- 5 ‘;,.;’ AN = /Lf”r\\f"’.
(1) Kinnitumine ’ =
pinnale (III) Mikro- )
koloonia I  (IV) Mikro- B
koloonia II (V) Kips (VI) Dispersioon

biofilm

Joonis 2. Filamentsete seente biofilmi moodustumise mudel: (I) adsorptsioon, (II) aktiivne
kinnitumine pinnale, (III) mikrokoloonia I, (IV) mikrokoloonia II (miitseeli areng), (V) kiipse
biofilmi areng ning (V1) dispersioon ehk planktoniline faas (modifitseeritud; Harding et al., 2009).

1.2.3 Bakteri ja mikroseene biofilm

Bakterite ja filamentsete seente omavahelised biofilmid erinevad nendest biofilmidest, mida bakter
vOi seen liksi moodustavad (Seneviratne et al., 2008). Sellise biofilmi moodustamisel mingivad
rolli nii rakuvélised struktuurid, lipopoliisahhariidid kui muud membraanivalgud, néiteks
adhesiinid (Velmourougane et al., 2017). Bakterite ja seente vahelisi interaktsioone vaadeltaksegi
tavaliselt biofilmis, kuna seal toimub nii fiiiisiline interaktsioon kui ka reageerimine iiksteise
metaboliitidele. Fiilisiline kokkupuude pdhineb tavaliselt sellel, et seen on bakteri jaoks nagu
tugistruktuur, millel bakter voib asuda nii seene peal kui sees — see sOltub konkreetsetest

mikroobidest (seenest ja bakterist), mikroobide pinnamolekulidest ning kasvusubstraadist. (Steffan

et al., 2020)

13


https://www.zotero.org/google-docs/?lpUiCs
https://www.zotero.org/google-docs/?9URhpE
https://www.zotero.org/google-docs/?ZF5NRg
https://www.zotero.org/google-docs/?ZF5NRg
https://www.zotero.org/google-docs/?ZF5NRg
https://www.zotero.org/google-docs/?ZF5NRg
https://www.zotero.org/google-docs/?ZF5NRg
https://www.zotero.org/google-docs/?SEUBEb
https://www.zotero.org/google-docs/?RBqQxM
https://www.zotero.org/google-docs/?RBqQxM
https://www.zotero.org/google-docs/?KOqFy2
https://www.zotero.org/google-docs/?KOqFy2
https://www.zotero.org/google-docs/?KOqFy2
https://www.zotero.org/google-docs/?GpiuWf
https://www.zotero.org/google-docs/?tBaNpw
https://www.zotero.org/google-docs/?tBaNpw
https://www.zotero.org/google-docs/?tBaNpw
https://www.zotero.org/google-docs/?Q6T2Z2
https://www.zotero.org/google-docs/?e3uLTV
https://www.zotero.org/google-docs/?e3uLTV

Kuna EPS-e leidub seentes palju, voivad need méngida olulist rolli bakterite ja seente vaheliste
biofilmide moodustumisel (Haq et al., 2014). Olulist rolli on tdheldatud ka kitinaasil — on leitud
baktereid, mis ei kinnitu seeneniidistikule, kui neil puudub kitinaas, millega lagundada seene pinnal

olevat kitiini (Jagmann et al., 2012; Haq et al., 2014).

Mitme liigi biofilmides moodustavad {iksikud liigid tihti oma biofilmi, millega mdjutavad tiksteist
metaboolselt (Elias ja Banin, 2012). Nii bakterite kui seente toodetud erinevad sekundaarsed
metaboliidid on nende omavaheliste interaktsioonide olulisteks signaalmolekulideks (Frey-Klett et
al., 2011; Bitas et al., 2013). Veelgi enam, {iks liik v0ib toota metaboliite, mis muudab teise liigi
resistentsemaks teatud keskkonnale voi teguritele (Velmourougane et al., 2017). Seen voib eritada
erinevaid metaboliite ja iihendeid, nagu trehhaloos v0i mannitool, et meelitada ligi bakterit, mis
hakkaks hiiiifidel biofilmi moodustama (Frey-Klett et al., 2011). Lisaks voib trehhaloos olla oluline
komponent bakterite kasvuks koos seentega, seenerakke kahjustamata (Hogan et al., 2009).
Voimalik, et seen eritab kindlat ihendit, et ligi meelitada mingit spetsiifilist bakterit (Rangel-Castro

et al., 2002).

ECM (ektomiikoriisa) seened interakteeruvad bakteritega kogu oma elutsiikli véltel ja nende
niidistik pakub elupaika erinevatele bakterikooslustele (Guennoc et al., 2018). Mitmed uuringud
on ndidanud, et bakterid vdivad biofilmi moodustada in vitro tingimustes nii Ascomycetes,
Basidiomycetes kui Zygomycetes hdoimkondadesse kuuluvate seente hiitifidel (Scheublin et al.,
2010; Lear ja Lewis, 2012; Nazir et al., 2014; Miquel Guennoc et al., 2018). Miquel Guennoc et
al. (2018) uuringus selgus, et kuigi enamikel mullabakteritel on vdime moodustada biofilmi ECM
seente hiitifidele, leidus siiski seeni, mis ei lasknud bakteritel oma pinnale biofilmi moodustada.
Lisaks on bakteritel, nditeks Bacillus subtilis’el, leitud geene, mille puudumisel pole bakter
voimaline seeneniidistikule kinnituma ega biofilmi moodustama (Kjeldgaard et al., 2019). Vaib

oletada, et see on relevantne ka teiste bakterite puhul.

Mitmeliigilised biofilmid on potentsiaalselt voimekamad kui iiheliigilised biofilmid. Néiteks
suudab bakter Rhizobium sp. lihtses biofilmis koos seenega fikseerida ldmmastikku, kuid mitte
monokultuuris kasvades (Jayasinghearachchi ja Seneviratne, 2004). Seneviratne et al. (2008)
artiklis on samuti ndidatud, et bakterite ja seente biofilmid on bioloogiliselt tohusamad kui

monokultuurid, kuid ka seal nenditakse, et tulevikus tuleks teha rohkem uuringuid, et optimeerida
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erinevate mikroobsete biofilmide kasutamist ja tuleks leida korgeima efektiivsusega mikroobide
kombinatsioonid. Peale selle, mdistes bakterite ja seente biofilmide moodustumist, on vdimalik
tuvastada rohkem biofilmide olulisi komponente teistel eluspindadel, nagu niiteks taimedel ja

imetajate kudedel (Hogan et al., 2009).
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1.3. Bakterite ja seente vastastikmoju

Erinevates uuringutes ja artiklites on nididatud nii positiivseid, negatiivseid kui ka neutraalseid
interaktsioone bakterite ja seente vahel. Kuna kasvukeskkonnast ja toitainetest soltub suurel méaral
organismide ellujddmine, on moned liigid suutnud vilja tootada ja luua mehhanismid, mis
voimaldavad neil mitmekesi paremini hakkama saada. Samal pdhjusel on aga erinevad organismid
voimelised ka teiste kasvu ja elutegevust parssima, et endale piisavalt toitaineid saada ja sobiv

elupaik siilitada — nii on see ka bakterite ja seente puhul.

1.3.1 Seente-bakterite kahjulik vastastikmoju

Seente ja bakterite vahelisi antagonistlikke suhteid on sageli edukalt kasutatud pdllumajanduses
biotdrje eesmirgil. Antagonistid voivad taimepatogeenidega voitlemisel kasutada nii otseseid kui
kaudseid mehhanisme: antibioos (inhibeeriva metaboliidi v0i antibiootikumi tootmine),
miikoparasitism (kus antagonist saab osa voOi koik oma toitained seenperemeesorganismilt),
indutseeritud resistentsus (taimede kaitsereaktsiooni esilekutsumine taimepatogeenide vastu) ja
kasvu kiirendamine (soodustavad taimede kasvu, samal ajal kui haiguse moju vidheneb)
(Thambugala et al., 2020). On ka baktereid, nditeks P. aeruginosa, mis vdivad negatiivselt
mojutada seent nii kontaktist soltuva mehhanismi kui ka kontaktist sdoltumatu mehhanismi
kasutamisega, viimane hdlmab erinevate ithendite sekretsiooni (Rella et al., 2012). On mitmeid
nditeid, kus bakterid koloniseerivad seene sisemiselt voi vélimiselt ja hiljem liiiisivad selle, et
bakterirakud saaksid keskkonda vabaneda voi toodavad bakterid seenevastaseid ithendeid, mille
tottu seene rakud kas liitisuvad voi lekivad, tinu millele saavad bakterid toitaineid (Kobayashi ja

Crouch, 2009; Nazir et al., 2009).

Mullas olevad bakterid toodavad véga palju erinevaid antibiootilise toimega sekundaarseid
metaboliite, mis annavad neile konkurentsieelise vorreldes teiste bakterite, seente ning taimedega
(Nielsen et al., 1998; Kobayashi ja Crouch, 2009). Seened vditlevad bakterite antibiootilise toimega
metaboliitide vastu aktiivse resistentsusega vOi erinevate signaalmolekulidega, mis pérsivad
bakterite metaboliitide tootmist (Duffy et al., 2003). Peale selle toodavad seened ise sageli
antibakteriaalse toimega {iihendeid ja on vilja todtanud mitmeid strateegiaid bakteriaalse

antagonismi vastu voitlemiseks, sealhulgas detoksifitseerimine, antibiootikumide eemaldamine
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viljavoolu teel ja bakteriaalse geeniekspressiooni muutmine (Duffy et al., 2003). Niiteks on
Candida albicans’il ja Pseudomonas aeruginosa’l avastatud vastastikmdju, kus molema QS
molekulid mojutavad teineteist — P. aeruginosa QS molekulid takistavad C. albicansi filamentse
ehk patogeense vormi teket ning C. albicans’i QS molekulid takistavad P. aeruginosa QS
molekulide tootmist (Hogan et al., 2004; Cugini et al., 2007). Sellest tulenevalt on nii seen kui
bakter voimeline mdjutama teise mikroorganismi biofilmi moodustamise voimekust (MacAlpine
et al., 2023). Lisaks on leitud, et bakterid saavad teatud miiral reguleerida seenpatogeenide
virulentsust peremeesorganismis ja samuti mdjutada peremeesorganismi vastust patogeenidele.
Seened on ka voimelised soodustama bakterite erinevaid virulentseid omadusi ja vastupidi

(MacAlpine et al., 2023).

Kuid nagu eelpool mainitud, siis peale erinevate metaboliitide tootmise vodivad bakterid ka
fuitisiliselt seene kasvu pérssida voi seene hédvitada. Niiteks oli Serratia marcescens vdimeline
migreeruma modda hiilife, moodustades kinnitunud mikrokolooniad, mis {ihinedes moodustasid
biofilmi, mis hiilife kattes 16puks niidistiku hévitas (Tal et al., 2016). Peale selle on mitmed
uuringud dokumenteerinud bakterite poolset miikofaagiat ehk bakterite toitumist nii elusatest kui
surnud seente hiitifidest (Bodé et al., 2013; Rudnick et al., 2015). Selle vastu toodavad seened
nditeks defensiine, et takistada bakteritel hiilifide koloniseerimist (Essig et al., 2014). Seente
defensiinid on erinevad antimikroobsed peptiidid, mis voivad kas 10hkuda bakteri rakumembraani

vO1 parssida bakteri rakumembraani biosiinteesi (Schneider et al., 2004; Schneider et al., 2010).

1.3.2 Seente-bakterite kasulik vastastikmoju

Viimased aastakiimned on bakterite ja seente vaheliste interaktsioonide uuringud keskendunud
miikoriisasilisteemidele, millest varasemad teated olid fluorestseeruvate pseudomonaadide
positiivsest mojust ektomiikoriisa tekkele ning tdnu sellele nimetati neid baktereid ‘’miikoriisa-
abistaja bakteriteks’> (MHB) (Grube ja Berg, 2009). Uheks positiivseks mdjuks vdib pidada
bakterite eritatud sidrun- ja dunhapet, mis stimuleerivad miikoriisa kasvu ja juurte kolonisatsiooni
(van Overbeek ja Saikkonen, 2016; Venturi ja Keel, 2016). Uhed levinumad bakterid seente pinnal
ongi pseudomonaadid, kellel on avastatud seene ja taime kasvu soodustavaid omadusi ja on néiteks

leitud, et P. fluorescens’i vOime tomatitaime koloniseerida ning tOhusalt kaitsta suurenes
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markimisvéarselt koos seenega biofilmis olles (Boer et al.,, 2005; Jayasinghearachchi ja

Seneviratne, 2010).

Seen voOib bakteritele pakkuda sobivat mikronisSi ja samal ajal saada ka ise bakteritega
interakteerumisest kasu. Filamentsed seened liiguvad mullas edasi kasvatades hiilife jarjest
pikemaks, et padseda ligi kaugematele toitainete ressurssidele (Mandolini et al., 2021). Bakterid
kasutavad seeneniidistikku ja kasvavaid hiilife nn seente maanteena, et samuti mullas edasi
soodsamasse keskkonda liikuda (Kohlmeier et al., 2005). Seened voivad seelébi kasu saada neile
kinnitunud ja neid timbritsevatest bakteritest, kasutades baktereid hiljem toitainete allikana voi
kaitseks stressi eest (Pion et al., 2013). Abeysinghe et al. (2020) uurimist66s kirjeldati vastastikku
kasulikku kooselulist mehhanismi filamentse seene Aspergillus nidulans ja bakteri Bacillus subtilis
vahel, kus seeneniidistik annab bakteritele parema vdimaluse migreeruda, hajuda ja paljuneda ning
vastutasuks varustasid bakterid kasvavaid hiilife tiamiiniga, mis soodustas hiiiifide kasvu

(Thambugala et al., 2020).

Peale selle on ndidatud, et tinu seente hiiiifidele saavad bakterid toitaineid ja vett, samas suudavad
bakterid aktiveerida seente mitteaktiivsete geenide transkriptsiooni, mis omakorda soodustab
seente sekundaarsete metaboliitide siinteesi (Niitzmann et al., 2011; Worrich et al., 2017). Lisaks
voib aidata edukas interaktsioon kaasa seene kasvule ja/voi eoste tekkele — Rhizopus microsporus
ja Mycetohabitans rhizoxinica vahelise interaktsiooni tulemusena hakkab seen tootma eoseid, mis
on vajalikud stimbioosi tekkeks ja see omakorda aitab kaasa mdlema liigi sdilimisele mitmeid
polvkondi (Partida-Martinez et al., 2007; Steffan et al., 2020). Bakterite kogukonnad vdivad kasu
saada saprotroofsete seente poolt toodetud rakuvilistest ensiiimidest ja saprotroofsete seente
kasvust, lagundades ise niiteks samas toksilisi ithendeid voi1 poliisahhariide, mis parsivad seene
kasvu voi sidudes ja varustades seent lammastikuga, aidates nii kaasa seente poolt lébiviidavatele

lagundamisprotsessidele (Boer et al., 2005; Clausen, 1996; Hoppe et al., 2014).

Hiljutistes to6des on ndidatud erinevate bakteritiivede voimet indutseerida geeniekspressiooni
ektomiikoriisa seentes (Schrey et al., 2005). Veelgi enam, on avastatud seeni, mis vajavad
sporuleerumiseks, peremeesorganismi  koloniseerimiseks, toitainete omastamiseks VvOi
virulentsuseks bakteriga endosiimbioosi (Partida-Martinez et al., 2007; Kobayashi ja Crouch,

2009). Endobakterid esindavad kdige ekstreemsemat ja spetsialiseerunud tiiiipi bakteri-seene
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interaktsiooni, kuna enamikel juhtudel on need bakterid kaotanud voime elada iseseisvalt genoomi
viahenemise tottu, millest tulenevalt vajavad bakterid elamiseks seene tsiitoplasmat (Bonfante ja
Desiro, 2017; Deveau et al., 2018; Pawlowska et al., 2018). On leitud, et seente sees elavad
endobakterid voivad toota antibiootikume, mis annavad seenele resistentsuse erinevate
antimikroobsete iihendite suhtes ja suurendavad seelébi konkurentsivoimet (del Barrio-Duque et

al., 2020).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. Too eesmirgid

Bakterid ja seened moodustavad koosluseid, mis on olulised nii pdllumajanduses kui meditsiinis,
mojutades ka inimese heaolu. Uurides seente ja bakterite fiiiisilise koostoime mehhanisme, saame
teadmisi kuidas seened ja bakterid kooslusena toimivad, mis vdimaldab arendada efektiivseid
meetodeid nii voditlemaks patogeenidega (pdllumajanduses kui meditsiinis) kui ka biovietiste

tootmiseks.

Antud uurimistd0s uuriti seitset seente viljakehadest isoleeritud bakterit ja nelja pollu mullast
isoleeritud mikroseent. T60 pdhieesmérgiks oli uurida potentsiaalselt taimede kasvu soodustavate
bakterite kinnitumist mullas laialt levinud mikroseente niidistikule, et saada teadmisi mikroseen-
bakter kompleksidel pohinevate biovéetiste arendamiseks tulevikus. Sellest tulenevalt kdesoleva

uurimistoo eesmarkide tditmiseks:

1) maédrati mikroorganismide rakupinna hiidrofoobsus;

2) analiiiisiti mikroorganismide biofilmi moodustamise voimekust;

3) testiti bakterite voimalikku antagonistliku/mitteantagonistliku toimet mikroseente suhtes;

4) tuvastati, millised bakterid milliste mikroseente niidistikule kinnituvad ja milline roll on
selles mikroorganismide rakupinna hiidrofoobsusel/hiidrofiilsusel, biofilmi moodustamise

voimel ja bakterite-seente omavahelistel antagonistlikel/mitteantagonsitlikel suhetel.
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1 Kasutatud bakterid ja mikroseened

Toos kasutatud bakteritiived on algselt isoleeritud kandseente viljakehadest (Tabel 1) vastavalt
artiklis Pent et al. (2017) kirjeldatud metoodikale ja on deponeeritud Tartu Ulikooli molekulaar- ja
rakubioloogia instituudis asuvas looduslike ja laboratoorsete mikroobitiivede kollektsioonis
(CELMS - Collection of Environmental and Laboratory Microbial Strains). CELMS-i andmebaas

asub aadressil http://eemb.ut.ce. Kasutatud bakteritiivedel on erinevate testide abil ja spetsiifilisi

s00tmeid kasutades tuvastatud mitmeid potentsiaalselt taimede kasvu soodustavaid omadusi, nagu
voime vabastada fosforit ja kaaliumit, muutes need taimedele paremini kittesaadavaks voi toota
taimede kasvufaktorit indool-3-atseethapet (IAA; avaldamata kasikiri).

Seened on isoleeritud pollumullast (57°58'34.0"N, 27°12'16.0"E) lahjenduskiilvi meetodil
(Gaddeyya et al., 2012), kasvatades neid maltoosi ekstrakti agaril (MEA) ja pérast puhaskultuuri
viimist sekveneeritud kasutades praimereid ITSOF ja LR5 (avaldamata kasikiri).

Bakterid on identifitseeritud 16S rRNA geeni ja seened LSU ja ITS jirjestuste pohjal Mari Pent
poolt.

Tabel 1. Uurimistd0s kasutatud bakteritiived ja nende péritolu ehk seen, mille viljakehast on bakter
algselt isoleeritud.

Bakter Tiive number Piritolu
Pseudomonas MP140 Craterellus lutescens (kollakas torbikseen)
trivialis viljakehast — ektomiikoriisne seen hdimkonnast

Basidiomycota ehk kandseened

Pseudomonas MP170 Cantharellula umbonata (kithmkantarellik)
yamanorum viljakehast — saprotroofne seen hdimkonnast
Basidiomycota ehk kandseened

Pseudomonas MP233 Craterellus tubaeformis (lehter-kukeseen)
helleri viljakehast — ektomiikoriisne seen hdimkonnast
Basidiomycota ehk kandseened

Rouxiella sp. 41 Suillus variegatus (liivtatik) viljakehast —
ektomiikoriisne seen hdimkonnast Basidiomycota
ehk kandseened
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Rahnella sp. MP245 Craterellus tubaeformis (lehter-kukeseen)
viljakehast — ektomiikoriisne seen hoimkonnast
Basidiomycota ehk kandseened

Pseudomonas 255 Cantharellus cibarius (harilik kukeseen)

koreensis viljakehast - ektomiikoriisne seen hdimkonnast
Basidiomycota ehk kandseened

Pseudomonas MP244 Cantharellus cibarius (harilik kukeseen)

fluorescens viljakehast - ektomiikoriisne seen hdimkonnast

Basidiomycota ehk kandseened

Tabel 2. Uurimist66s kasutatud mikroseened.

Seen Tiive number Iseloomustus

Clonostachys rosea Al8 Tugev bioloogiline tdrjevdime paljude taimede

(saprotroofne seen suhtes patogeensete seente, nematoodide ja

hdimkonnast putukate vastu (Sun et al., 2020)

Ascomycota ehk

kottseened)

Mortierella alpina Al10 Voib leevendada seenpatogeeni pohjustatud

(saprotroofne seen haigusi, mdjutab taime ligi tdmbama taime kasvu

hdimkonnast soodustavaid baktereid ja suurendab mulla

Mortierellomycota) lammastiku- ja fosforisisaldust (Y. Wang et al.,
2022)

Trichoderma sp. A34 Avastatud 25 biotdrjeainet, mida on juba kasutatud

(saprotroofne seen biotdrjevahendina pdllumajanduses (Menzler-

héimkonnast Hokkanen, 2006; Thambugala et al., 2020)

Ascomycota ehk

kottseened)

Paraphaeosphaeria A42 Paraphaeosphaeria perekonnas on nii

sporulosa bioremediaatoreid, biokontrolli aineid tootvaid kui

(saprotroofne seen ka endofftiiitilisi seeni, mis toodavad erinevaid

hdimkonnast seenevastaseid ja tsiitotoksilisi tihendeid (Verkley

Ascomycota ehk etal., 2014; T. Liu et al., 2017). P. sporulosa’

kottseened) toodab ka metaboliite, mis tagavad tema

antibakteriaalsed omadused (Chen et al., 2022)
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2.2.2 Bakterite mirgistamine GFP geeniga

Bakteritiivede mérgistamiseks kasutati (Koch et al., 2001) poolt vilja todtatud metoodikat, milles
kasutati elektroporeerimisel pBK-miniTn7-gfp plasmiidi, mis sisaldab lisaks gentamiitsiini
resistentsusgeeni (Lambertsen et al., 2004). Antud plasmiid vajas bakteri rakku sisenemiseks
abiplasmiidi pUXBF13 (Bao et al., 1991). Kompetentsete rakkude valmistamiseks kasvatati
bakterirakke {iileod 30 °C loksutil 1,5 ml LB-puljongis. Uledd kasvanud rakud eraldati
tsenfuugimise teel (1 min, 13 400 rpm, Eppendorf miniSpin). Peale supernatandi eemaldamist pesti
koiki teisi baktereid peale Rahnella sp. ja Rouxiella sp. 3 korda 300 mM steriilse toatemperatuuril
oleva sahharoosi lahusega. Viimaks suspendeeriti rakud tiles 200 ul 300 mM sahharoosi lahuses.
Rahnella sp. ja Rouxiella sp. iledd kasvanud rakud lahjendati LB so6tmel optilise tiheduseni
A580=0,1 ja kasvatati loksutil 2 tundi 37 °C juures, seejdrel hoiti rakke kompetentsuse
saavutamiseks 10 minutit jaal, pesti 3x 1 ml kiilma destilleeritud veega ning viimaks suspendeeriti
rakud 40 pl kiilmas gliitseroolis. Uude epsi lisati 60 pl kompetentseid rakke voi 40 ul Rahnella
sp.-d ja Rouxiella sp. kompetentseid rakke, 2,5 pl abiplasmiidi pUXBF13 ning 2,5 ul pBK-
miniTn7-gfp plasmiidi. Elektroporatsioon teostati elektroporaatoriga BioRad 2500 V juures.
Rahnella sp. ja Rouxiella sp. jaoks kasutati kiillma elektroporatsioonikiivetti, teistel tiivedel
toatemperatuuril olevaid kiivette. Seejirel valati elektroporeeritud rakud 1,5 ml LB-puljongisse ja
pandi 30 °C loksutisse 2 tunniks, Rahnella sp. ja Rouxiella sp. rakke kasvatati 37 °°C juures. 2
tunni moddumisel tsentrifuugiti rakud pohja (3 min, 8000 rpm) ja eemaldati vedelikku nii palju, et
alles jdi ca 100 pl. Rakud suspendeeriti 100-s pl-s iihtlaseks suspensiooniks ja segu plaaditi
LB+gentamiitsiini tassile (gentamiitsiini 1dppkontsentratsioon 10 ug ml™) ning kasvatati {ile66 30
°C juures. ~ 48 tunni moddumisel valiti tassilt vdlja 5-7 kolooniat, millesti tehti joonkiilv uuele
LB+Gm tassile ja kasvatati tile66 30 °C juures. 24 tunni moddumisel valiti vélja 3 kolooniat UV
valguslaual (Syngene™ LED Blue Light Transilluminator), millest tehti preparaadid
mikroskopeerimiseks. Mikroskopeerimiseks kasutati fluorestsentsmikroskoopi Olympus BX41
(ergastuse ja emissiooni lainepikkused olid vastavalt 480 ja 500 nm). Mikroskopeerimisel valiti

koige paremini fluorestseeruv koloonia, mida kasutati edasises to0s.
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2.2.3 MATH test

Bakterite ja seente rakupinna hiidrofoobsuse médramiseks kasutati Rosenberg et al. (1980)
modifitseeritud MATH testi. Selleks kasvatati bakterirakke 20 ml R2A s66tmes (parmiekstrakt,
peptoon, CAA, gliikoos, tirklis, Na-piiruvaat, KxHPOs, MgSO4) 18h, 24h ja 48h (seenerakke 18h)
30 °C juures. Seejérel eraldati rakud tsentrifuugimise teel (20 min, 5000 rpm). Peale supernatandi
eemaldamist suspendeeriti rakud steriilses 5 ml PUM puhvris (22,2 g K2ZHPO4x3H20; 7,26
KH2PO4; 1,8 g uurea, 0,2 g MgSO4x7H20/11; pH 7,1) ning tsentrifuugiti (12 min, 5000 rpm).
Rakkude pesemist korrati kokku kaks korda ja rakud suspendeeriti 16puks 3 ml PUM puhvris.
Seejarel moddeti spektrofotomeetriga (Libra S22, Biochrom) lainepikkusel 580 nm
mikroobisuspensiooni optiline tihedus ja valmistati sellest suspensioon, mille Asgonm 0li ~0,4. 1,2
ml valmistatud suspensiooni kanti 2 ml tuubi ning lisati 200 ul n-heksadekaani (puhtuseaste 99%,
Sigma-Aldrich). Tuub asetati vorteksile (Vortex-Genie2, Mo-Bio) ja lahust raputati tdispooretel
(13000 rpm) 2 minutit. Vee ja orgaanilise solvendi kihtide lahutamiseks hoiti tuube 2 tundi laual
ja seejirel moddeti vesifaasi neeldumine lainepikkusel 580 nm. Mdddetud mikroobisuspensiooni
absorptsiooni védrtuste pohjal arvutati mikroobirakkude suhteline hiidrofoobsus kasutades valemit:
H%=(1-At/A0)*x100%, milles A0 tihistab mikroobisuspensiooni absorptsiooni lainepikkusel 580
nm enne n-heksadekaani lisamist ja At vesifaasi absorptsiooni lainepikkusel 580 nm peale
orgaanilise ithendi lisamist ja segamist vorteksil. Kdik analiilisid esindavad vdhemalt kolme
sOltumatut katset kolmes tehnilises korduses (Lisa 1).

Mikroseentega MATH testi ei dnnestunud hésti teha, sest OD mddtmisel saadi mérkimisvaérselt
erinevaid tulemusi, kuna seened ei ole {ihtlases suspensioonis. Test tehti nagu bakteritega, kuid
kasvatati ainult 18h ning OD modtmine oli raskendatud. Tulemusi hinnati visuaalsel vaatlusel (Lisa

2).

2.2.4 Biofilmi moodustamine

Biofilmi moodustumise médramiseks kasutati (Fletcher, 1977) meetodit, mdningate (Jakovleva et
al., 2012) modifikatsioonidega.

Selleks kasutati mikrotiiterplaate (Greiner Bio-One International CELLSTAR 655180), mille
igasse kaevukesse kanti 100 pl R2A sootmega rakke. Mikrotiiterplaadid pandi 30 °C kappi

inkubeerima 24-ks, 48-ks ja 72-ks tunniks. Pérast vastava inkubatsiooniaja moddumist, lisati igasse
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kaevukesse 25 pl 1% kristallvioleti vesilahust. Peale 15 minutit viarvimist eemaldati virv ja pesti 2
korda 150 pl MilliQ veega koiki kaevud iile. Seejdrel lisati viarvunud rakkudele 2 korda 180 pl
96% etanooli, mis tdsteti edasi puhtasse mikrotiiterplaati. Varvunud etanool lahjendati veega 1:2
(100 pl etanooli ja vérvisegu, 200 pl MilliQ) Greiner Bio-One International CELLSTAR 655101
mikrotiiterplaadil ning moddeti neeldumist 540 nm lainepikkusel Magellan 6 programmiga.

Biofilmi analiitisimiseks tehti 3 bioloogilist kordust, millest igatiks sisaldas 7 tehnilist kordust.

2.2.5 Vastandamiskatsed

Bakterite isolaate testiti antagonistliku toime suhtes mikroseente vastu, kasutades (Sakthivel ja
Gnanamanickam, 1986) kirjeldatud metoodikat. Agaril olev seene tiikk (~ 25 mm?) asetati R2A
agariga tassi keskele. Bakterite isolaadist tehti joonkiilv seene tiikist ~ 2,5 cm kaugusele. Lisaks
tehti kontrolltass, kus kasvas ainult seen. Tasse inkubeeriti 10 pdeva temperatuuril 22 °C. Test tehti
kolmes korduses. Inhibeerimise protsendi arvutamiseks kasutati Ebadzadsahrai et al. (2020)
valemit: 100*[(GC-CT)/GC], kus GC on seene kasv kontrolltassil ja CT on mikroseene kasv koos
bakteriga (joonis 3). Inhibitsiooniprotsentide varieeruvust analiiiisiti kasutades Kruskal-Wallis’e
testi, et teha kindlaks kas inhibitsiooniprotsendid erinevad statistiliselt oluliselt katses kasutatud
seente vahel ja/voi soltuvalt konkreetsest vastandamiskatses kasutatud bakterist. Kruskal-Wallise’e

ja Wilcoxoni teste kasutati, kuna Shapiro-Wilk testi pdhjal polnud andmestik normaaljaotusega.

Joonis 3. Ebadzadsahrai et al. (2020) valemist: 100*[(GC-CT)/GC] tulenevad GC ja CT.

2.2.6 Preparaadid mikroskopeerimiseks

Preparaatide tegemiseks pandi kaks koos agariga sootmest vilja 1digatud seene tiikki (~ 25 mm?)
72 tunniks 22 °C juurde 100 ml R2A puljongisse (Neogen) kasvama. 72 tunni moddumisel lisati
seene juurde 24 tundi 25 °C juures R2A puljongis kasvanud bakterid, mis eelnevalt fuugiti pdhja
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javoeti iiles 1xPBS-i puhvris (Naxo; 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na,HPO4, 2 mM KH>POys;
pH 7,2). Lahtudes modddetud bakterisuspensiooni OD-st lisati seda seene juurde hulgal, et
saavutada 100 ml-is puljongis algne bakterite optiline tihedus (Assonm) 0,06. 24 tunni moddudes
voeti sootmest 10 pl kiilviaasaga seene niidistikku ja pesti 3x 800 pl-s 1xPBS-i puhvris. Pesemiste
vahel segati lahust 30 sek vorteksil (Vortex-Genie 2; Scientific Industries), mille jérel tsentrifuugiti
rakud pdhja (2 min, 22 °C, 11 000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5424 R)). Viimaks suspendeeriti
rakud iiles 800 pl-s 1xPBS-is. Mikroskoobi alusklaasile lisati 35 pl destilleeritud vett ja 1 pl
kiilviaasaga seene niidistikku. Peale pandi katteklaas ja katteklaasi servad kaeti ldbipaistva
kiitinelakiga, et preparaat dra ei kuivaks. Mikroskopeerimiseks kasutati fluorestsentsmikroskoope
Olympus BX41 ja Olympus BX61 (ergastuse ja emissiooni lainepikkused olid vastavalt 480 ja 500
nm) ja faaskontrastmikroskoopi Olympus BX41, pilditootlusel kasutati tarkvara Olympus
CellSens.
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2.3. TULEMUSED JA ARUTELU

2.3.1 MATH test

Looduskeskkonnas moodustavad paljud seened ja bakterid iihiseid kooslusi ja seene ning bakteri
omavahelist interaktsiooni on hea uurida biofilmides, kus molemad mikroobid fuiisiliselt
suhtlevad. Adhesioon on oluline mikroobirakkude kinnitumisel teisele pinnale ja see on biofilmi
moodustumise esimene samm. Mikroobirakkude kinnitumine pindadele sdltub paljudest teguritest,
sealhulgas nt Browni liikumisest, van der Waalsi kiilgetdmbejoust, gravitatsioonijoududest ja
pinna elektrostaatilistest laengutest. Uks olulisi tegureid on rakkude hiidrofoobsus (Van Loosdrecht

et al., 1990).

Rakupinna suhtelise hiidrofoobsuse maéédramiseks kasutati MATH testi, mis pohineb
mikroobirakkude jagunemisel siisivesiniku ja vesifaasi vahel (Lisa 1 ja Lisa 2). Selleks kasvatati
uuritavaid bakterirakke R2A sootmes 18h, 24h ja 48h ning seenerakke 18h, seejdrel
tsentrifuugimisel eraldatud rakud pesti PUM puhvriga ning valmistati kindla optilise tihedusega
suspensioon. Valmis suspensioonidele lisati n-heksadekaani (logP=8,86) ning raputati vorteksil.
Parast vorteksil raputamist lasti suspensioonidel seista vee ja orgaanilise solvendi kihtide
lahutamiseks. Siisivesinike tilkadele kleepunud mikroobirakud tdusevad Oli/vee emulsioonile.
Pérast 2 tundi seismist tekkinud vesifaasist voeti proov ja moddeti selle suspensiooni neelduvust.
Saadud tulemuste pohjal arvutati uuritud tlivede rakupinna suhtelist hiidrofoobsust, kasutades

peatiikis 2.2.3. toodud valemit ning koostati joonisel 4 toodud diagrammid.
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Joonis 4. Bakterite adhesiooni (%) heksadekaaniga.

Jooniselt 4 on néha, et rakupindade hiidrofoobsus on bakteritel erinev. Heksadekaaniga andsid
tugeva suhtelise hiidrofoobsuse Rouxiella sp. (87-95%) ja P. helleri (19-72%), teised bakterid on
pigem hiidrofiilse rakupinnaga (joonis 4). Kirjanduses on ndidatud, et Pseudomonas perekonna
erinevate litkide puhul on selle perekonna liikidel iildiselt rakupind hiidrofiilne, kuid toksiliste
substraatide olemasolul on nad vdimelised suurendama pinna hiidrofoobsust (Farrell ja Quilty,
2002). Samuti on viidatud, et bakterite rakupinna hiidrofoobsus varieerub liikide ja tiivede ldikes,
isegi sama tiive piires, soltudes kasvatusviisist ja kasvustaadiumist ning s66tme koostisest (Elfazazi
et al., 2021). Tulemustest selgus, et uuritavate bakterite suhteline hiidrofoobsus soltus rakkude
vanusest. Heksadekaanil saadi kodige madalamad véédrtused 18h kasvanud rakkudel, koige
korgemad viidrtused saadi 24h vanustel rakkudel (joonis 4). Mirani et al. (2018) néitasid samuti

oma uurimistods, et vanematel rakkudel muutub rakupind raku vananedes hiidrofoobsemaks.

Antud MATH testi tehti ka uuritavate seentega, kuid kahjuks on seente suspensioon véga helbeline
ja tikiline ning oli vOimatu iihtset optilist tihedust mdota iihtse suspensiooni saamiseks. Ka
kirjanduses on mainitud, et filamentsete seentega on védga raske MATH testi teha (Smits et al.,

2003). Lisades rakususpensioonidele n-heksadekaani ja vaadates vesifaasi visuaalselt (Lisa 2) vdib
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jareldada, et seente rakupind voiks olla hiidrofoobne, kuna vesifaasis polnud seente helbeid niha
ning vesifaas oli histi selge ja ldbipaistev. On tdheldatud, et kdrge toitainetesisaldusega sodtmes
kasvanud seenekultuurid moodustavad rohkem hiidrofoobseid koniide ja madala
toitainesisaldusega sootmes pigem hiidrofiilseid koniide (Holder et al., 2007), samas v4ib koniidide
vananedes hiidrofoobsus muutuda (Amiri et al., 2005). Kuna selles t66s kasvatati uuritavaid seeni
korge toitainetesisaldusega so6tmel R2A 18h, voib eeldada, et antud katse andis hiidrofoobse
tulemuse. Smits et al. (2003) jareldasid oma katsete pdhjal, et askomiitseetide rakupind on
hiidrofoobne, mis langeb samuti kokku meie visuaalsete tulemustega, kuna kolm uuritavat seent
kuuluvad samuti askomiitseetide hulka. Kuna kirjanduses on pakutud, et bakterirakud seonduvad
tildiselt sarnase hiidrofoobsusega rakkudega (van der Mei et al., 1991) ehk siis hiidrofoobsema
rakupinnaga rakud eelistavad hiidrofoobsemat keskkonda (Giaouris et al., 2009; Krasowska ja

Sigler, 2014) vaiks eeldada hiidrofoobsete bakterirakkude seondumist hiidrofoobsete seentega.
2.3.2 Bakterite ja mikroseente biofilmi moodustamine

Bakterite voime moodustada biofilmi vdib soodustada bakterite edukat seondumist seentega.
Seetottu oli antud uurimistdds oluline kindlaks teha, kas uuritavad mikroorganismid on vdimelised
moodustama biofilmi ning kuidas mojutab see bakterite kinnitumist.

Biofilmi moodustumist moddeti pdrast vastavat inkubatsiooniaega mikrotiiterplaatide seintele

kinnitunud rakkudest vélja pestud kristallvioleti lahuse neeldumist 540 nm juures (Ass0 nm).

Tulemused on toodud joonistel 5 ja 6.
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Joonis 5. Bakterite biofilmi moodustumine mikrotiiterplaatidel R2A sd6tmel pérast 24-, 48- ja 72-
tunnist inkubeerimist. Veapiirid nditavad kolme sdltumatu bioloogilise katse standardhilvet (igal
7 tehnilist kordust).

35

3

2,5

2
E
3

d: 15

1

0.5

a L i i - - -
Maortieralla alping Clonostactiys rosea Trichoderma sp. FParaphaeosphasria
sportilasa

H24h m48h m72h

Joonis 6. Seente biofilmi moodustumine mikrotiiterplaatidel R2A s66tmel pérast 24-, 48- ja 72-
tunnist inkubeerimist. Veapiirid nditavad kolme sdltumatu bioloogilise katse standardhélvet (igal
7 tehnilist kordust).
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Jooniselt 5 selgub, et bakterite vdime moodustada biofilmi on erinev ja mdnel bakteril sdltus
biofilmi hulk suuresti inkubeerimise ajast. Kdige rohkem moodustas biofilmi P. koreensis. Ka
varasemas uuringus tidheldati P. koreensis’e biofilmi moodustamise mérkimisvaarset tulemust, eriti
peale 24 tundi (Rossi et al., 2018). Kuna t60s kasutatud mikrotiiterplaadi pind on pigem
hiidrofiilsem, 1dheb biofilmi moodustamise tulemus kokku ka MATH testiga. Heksadekaaniga

MATH testis andis P. koreensis hiidrofiilse tulemuse.

Uuritud bakteritest moodustasid biofilmi moddukalt P. fluorescens ja P. trivialis. P. fluorescens’i
moddukat biofilmi moodustamist tiheldati ka Liu et al. (2013) uuringus. Rossi et al. (2018)
uurimuses leiti, et P. fluorescens’i erinevad tiived moodustasid biofilmi erinevalt ja lisaks oli tihe
tiive biofilmi moodustamise voimekus 10 °C juures korgem kui 30 °C juures. Kuna antud
uurimistoods kasvatati baktereid 30 °C juures, v3ib oletada, et madalamal temperatuuril kasvatates

voiks P. fluorescens’i biofilmi moodustamise voimekus tousta.

Rahnella sp., P. yamanorum ja P. helleri moodustasid antud bakteritest biofilmi kdige vihem. Do
et al. (2020) uuringus saadi sama tulemus Rahnella sp. kohta, kus biofilmi moodustamine suurenes
kuni 48 tunnini ning hakkas siis langema. Rouxiella sp. biofilmi moodustamise voimekus kasvas
ajas, olles koige kdrgem 72 tunni méddumisel (Assonm=1,17). Teistel bakteritel hakkas peale 48
tundi biofilmi moodustamise voimekus iildjuhul langema, ainult P. frivialis’el tdusis see 72 tunni
moddumisel (Assonm=1,1), kuid mitte nii mérkimisvidérselt vorreldes teiste ajapunktidega kui

Rouxiella sp.-1.

Analiiiisides MATH testi tulemusi biofilmi moodustamise vdimekusega, vOib véga {ildiselt
jareldada, et hiidrofiilsema rakupinnaga bakterid moodustasid t60s kasutatud mikrotiiterplaadil
rohkem biofilmi kui hiidrofoobsema rakupinnaga bakterid. Samas ei kehti see koikide bakterite
puhul. Kuigi iildreegel on, et adhesioon suureneb koos hiidrofoobsuse suurenemisega ja viheneb
hiidrofoobsuse vihenemisega, on mitmed uuringud nididanud vastuolulisi tulemusi, kus bakteritel
pole leitud seost raku pinna hiidrofoobsusel ja kinnitumisel kas hiidrofiilse voi hiidrofoobse

substraadiga (Basson et al., 2008).
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Joonisel 6 toodud mikroseente biofilmi moodustamise andmetest on nédha, et mikroseente puhul
moodustus biofilmi rohkem kui bakteritel (joonis 5). Tulemustest selgub, et kdigi mikroseente
biofilmi moodustamine oli minimaalne 24h méodumisel, kuid tousis peale seda markimisviirselt.
See voib tuleneda sellest, et kdigepealt kinnituvad mikroseente koniidid substraadile ja alles siis
hakkavad moodustama hiiiife ja hiiiifid saavad hakata kinnituma substraadile ning biomass
suureneb (vt. 1.2.2). Kui kiiresti mikroseen biofilmi moodustab soltub ka s66tmest, millel seent
kasvatatakse. Siqueira ja Lima (2013) niitasid oma uurimist6os, et maltoosi sisaldaval s66tmel
moodustasid filamentsed seened kiiremini biofilmi kui R2A s66tmel, R2A so66tmel kasvades kulus
24h filamentide moodustamiseks. Ka selles uurimistdds kasutati biofilmi katses R2A sdddet.
Lisaks vOib koniidide hiidrofoobsus mojutada koniidide adhesiooni substraadile ja sellest
tulenevalt mdjutatada biofilmi moodustumist (Siqueira ja Lima, 2013). Antud uurimist66 MATH
testi visuaalsel hindamisel (Lisa 2) oletati, et uuritavate seente rakupind on hiidrofoobne 18h
kasvanud kultuuridel. Mikroseentest moodustasid kdige rohkem biofilmi M. alpina ja C. rosea. P.
sporulosa biofilmi moodustamise voimekus tdusis tdhelepanuvdirselt 72 tunni moéddumisel.
Erandiks oli vaid Trichoderma sp., mille biofilmi moodustamise vdimekus oli viga viike vorreldes
teiste seentega lébi kdikide ajapunktide. Ichikawa et al. (2017) néitasid oma uurimistods, et viga
tugeva hiidrofoobse rakupinnaga seened moodustasid kdige vihem biofilmi. Sellest tulenevalt v3ib
oletada, et dkki on Trichoderma sp. rakupind viga tugevalt hiidrofoobne ja seetdttu ei moodusta
biofilmi, samas ei ole alati kirjanduses leitud tihest seost hiidrofoobsuse astme ja pinnale kleepunud

rakkude arvu vahel.

2.3.3 Vastandamiskatsed

Bakteri seondumine seene hiiiifile sdltub nendevahelisest sobivusest ja teineteise olemasolu
tajumisest, kas positiivse vOi negatiivsena. Negatiivse interaktsiooni puhul vOib tegemist olla
nditeks miikofaagiaga, kus bakterid seene 10puks hdvitavad (Bod¢ et al., 2013; Rudnick et al.,
2015). Positiivse interaktsiooni puhul vdivad saada mdlemad osapooled teineteise olemasolust
kasu, néiteks kaitsevad patogeenide eest voi varustavad vajalike iihenditega (Kobayashi ja Crouch,
2009). Selleks, et vilja selgitada kuidas antud uurimistods seen bakteri olemasolule reageerib ja
kas biofilmi moodustumine seene hiiiifide pinnale on seotud pigem bakteri antagonistliku voi
mitteantagonistliku mojuga seene kasvule, viidi ldbi vastandamiskatsed koikide seen-bakter

kombinatsioonidega. Tulemused on toodud joonisel 7 ja Lisa 4.
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Joonis 7. Seene kasvu inhibitsioon R2A s66tmel soltuvalt bakterist, millega seent koos kasvatati
(A) ja vordlusena katses kasutatud seente vahel (B). Inhibitsiooniprotsente on vorreldud Kruskal-
Wallis’e testi kasutades ja paarikaupa vordlusteks on kasutatud Wilcoxoni testi. Joonisel on
mairgitud ainult statistiliselt olulised p-véartused (p< 0.05).

Vastandamiskatsete iildised tulemused néitasid, et erinevad bakterid mojutasid seente kasvu
statistiliselt oluliselt erinevalt (Kruskal-Wallise test, p< 0.001; joonis 7A) ja samas reageerisid ka

erinevad seened bakterite juuresolekule erinevalt (p< 0.001; joonis 7B). Vaadates koiki uuritavaid
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seeni eraldi, on ndha, et iga seene puhul erinevate bakteritlivede moju varieerub statistiliselt
oluliselt (p< 0.001). Samas on tulemustest ndha, et kolme seeneliigi (C. rosea, M. alpina, P.
sporulosa) puhul voib leida sarnasusi nende reageerimisel teatud bakteritele, nditeks inhibeerivad
nende kasvu kodige vahem voi lausa soodustavad bakterid Rahnella sp., P. helleri ja teatud midral
P. fluorescens (joonis 7A). Samal ajal aga avaldavad kdige tugevamat inhibeerivat moju koigi
kolme seene kasvule bakterid P. koreensis, Rouxiella sp. ja P. yamanorum (joonis 7A). Erandiks
on seen Trichoderma sp., mille kasvule iikski bakter ei avaldanud ei negatiivset ega positiivset
moju (joonis 7B). Vdrreldes iihe ja sama bakteritiive moju erinevate seente kasvule selgus, et
koikide bakterite, vélja arvatud P. koreensis’e, P. helleri ja P. fluorescens’i mdju varieerub
statistiliselt oluliselt (p< 0.05) seenetaksonite vahel. Selle pohjal voib oelda, et nende kolme
eelmainitud bakteri mdju on antud katsesse kaasatud seente kasvu suhtes sarnane, kas pigem

soodustades voi pigem takistades ithtmoodi uuritavate seente kasvu.

Kaéesolev to0 nditas, et enamik baktereid inhibeerisid katses kasutatud mikroseente kasvu. Sarnaselt
antud t06 tulemustele on ka varem leitud, et paljud mullas ja risosfaéris levinud bakterid voivad
kdituda mulla mikroseente, sealhulgas perekonna Trichoderma sp. ja Mortierella sp., suhtes
antagonistlikult, kinnitudes nende hiiiifidele ja kasutades neid toiduks (Rudnick et al., 2015).
Erinevalt eelmainitud uuringust ei tuvastatud kiesolevas to0s seene Trichoderma sp. kasvu
inhibeerimist bakterite poolt, kiill aga inhibeerisid ka selles t66s enamik uuritud bakteritiivedest
seene M. alpina kasvu. Trichoderma perekonna liigid on kiire kasvuga agressiivsed konkurendid
(Tyskiewicz et al., 2022) ja ilmselt seetdttu ei inhibeeri ka selles uuringus kasutatud bakterid tema
kasvu. Varasemalt on tuvastatud, et néiteks liik Trichoderma viride omab tugevamat biokontrolli
efekti koos bakteriga P. fluorescens kui kumbki organism {iiksi (Rajeswari, 2019), mis viitab
kaudselt sellele, et bakter tdoendoliselt seene kasvu alla ei suru, vaid nad suudavad edukalt koos
eksisteerida. Sarnaselt eelmainitud tulemustele leiti ka kdesolevas t60s, et Trichoderma sp. kasv ei
ole inhibeeritud uuritud bakterite poolt, millest enamik kuulusid samuti perekonda Pseudomonas.
Lisaks saab seene Trichoderma sp. puhul vilja tuua huvitava tulemuse, kus enamik baktereid
soodustas seene koniidide moodustamist, nditeks koos bakteriga P. trivialis oli koniidide teke
intensiivsem kui negatiivse kontrolli puhul (Lisa 3A). Samas aga kasvades koos bakteriga Rahnella
sp. koniide nii palju ei moodustunud (Lisa 3A). Koniidide teket mojutavad erinevad
keskkonnafaktorid, nagu valgus ja toitainete hulk substraadis, aga laiemalt seostatakse koniidide

teket stressitingimustega, sest konidisatsioon on seenele vajalik mehhanism, et ebasoodsates

34


https://www.zotero.org/google-docs/?Tjrt32
https://www.zotero.org/google-docs/?RnZxhA
https://www.zotero.org/google-docs/?bgTHq2

tingimustes levida ja ellu jddda (Carreras-Villasefor et al., 2012), seega voib oletada, et bakterid,
mis soodustasid koniidide teket, avaldasid seenele siiski suuremat negatiivset mdju, kui bakter,
millega koos kasvades Trichoderma sp. koniide ei moodusta. Seega voib oelda, et Rahnella sp.
pigem soodustab Trichoderma sp. Lisaks soodustab Rahnella sp. ka C. rosea kasvu, ei avalda
negatiivset moju ka seene M. alpina kasvule ning inhibeeriv mdju seene P. sporulosa kasvule on
samuti minimaalne. Rahnella sp. mitteantagonistlik ja pigem positiivne mdju seente kasvule voib
olla seotud sellega, et see ei moodusta nii histi biofilmi kui mitmed teised bakterid vai ei kinnitu
iildse seente hiitifidele, nagu nditeks M. alpina puhul ega takista seega kuidagi seene kasvu. Samas
el saa vdita, et Rahnella sp. ja seente vahel oleks tdiesti neutraalne suhe ja nad iildse teineteist ei
mojuta, sest nagu tulemused néitasid, siis mingil viisil antud bakter soodustab C. rosea ja
Trichoderma sp. kasvu. Varasemalt on leitud, et Rahnella sp. soodustab seene Armillaria gallica
kasvu, tootes kasvuhormooni indool-3-atseethape (IAA; Liu et al., 2022). IAA tootmine v3ib
olulist rolli méngida ka C. rosea ja Trichoderma sp. kasvu soodustamisel, seda enam, et kiesolevas
to0s kasutatud Rahnella sp. tiive puhul on IAA tootmise voime varasemalt tuvastatud (avaldamata

kasikiri).

Ka bakter P. helleri mdjutab seente P. sporulosa ja C. rosea kasvu positiivselt, Trichoderma sp.
kasvule moju ei avalda ja taaskord on tegemist bakteriga, mille biofilmi moodustamise voime on
nork ning ilmselt seetdttu ei esine ka seene kasvu inhibeerimist. Seega viitavad kédesoleva t60
tulemused asjaolule, et mida parem biofilmi moodustaja bakter on, seda rohkem inhibeerib ta
seente kasvu — sellised bakterid on nditeks P. koreensis ja P. trivialis. Varasemates to0des on
samuti leitud, et biofilmi moodustavad bakterid voivad inhibeerida seene biofilmi moodustamist
vo1 muud moodi seenele kahjulikud olla ning 16puks seene isegi tappa (Mowat et al., 2010; Tal et
al., 2016). Seened toodavad kiill sageli teatud antibakteriaalseid iihendeid bakterite vastu, aga
biofilmi moodustavad bakterid on nende suhtes tdendoliselt resistentsemad, avaldades seene
kasvule seetottu tugevat negatiivset moju (Afonso et al., 2019; Chen et al., 2022). Bakter ja seen ei
pruugi tassil veel isegi fiilisiliselt kokku puutuda, kui seen voib juba dra tunda bakteri poolt
vabastatud teatud ithendid, vdimalik ka, et antud juhul just nditeks bakteriaalse biofilmi tekkega
seotud iihendid, ja vastavalt sellele reageerida, pérssides nditeks hiiiifide kasvu selles suunas.

Kokkuvdttes voib Oelda, et bakterite moju seente kasvule soltub nii konkreetsest seenest kui
konkreetsest bakterist, kuid on ka baktereid, kes vdivad erinevate seente kasvu sarnaselt mojutada,

nagu eelpool kirjeldatud.
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2.3.4 Bakterite kinnitumine mikroseente niidistikule

Uurides eelnevalt mikroobide rakupinna hiidrofoobsust, bakterite inhibeerivat mdju seentele ja
biofilmi moodustamise voimekust, uuriti viimaks bakterite voimet interakteeruda seente hiitifidega
mikroskoobis. Selleks kasvatati igat mikroseent ja GFP-ga margistatud bakterit koos 24 tundi R2A-
sootmel, seejdrel pesti niidistikku 3 korda 1xPBS puhvriga ning valmistati mikroskoobi
alusklaasile preparaadid. Preparaate vaadati nii fluorestsentsmikroskoobiga kui ka
faaskontrastmikroskoobiga. Tulemused on toodud tabelis 3 ja joonisel 8 on toodud naidispildid

interaktsiooni tulemustest.

Tabel 3. Bakterite kinnitumine mikroseente niidistikule mikroskoobist vaadatuna.

Mortierella | Clonostachys | Trichoderma | Paraphaeosphaeria

alpina rosea sp. sporulosa
Al0 Al8 A34 A42

P. trivialis (MP140) + + + +
P. yamanorum (MP170) + + + -
P. helleri (MP233) + + - +
Rouxiella sp. (41) + + + +
Rahnella sp. (MP245) - + + +
P. koreensis (255) + + + -
P. fluorescens (MP244) + + + +
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20 um

Joonis 8. Fluorestsentsmikroskoobiga Olympus BX61 tehtud pildid (ergastuse ja emissiooni
lainepikkused olid vastavalt 480 ja 500 nm), pilditdotlusel kasutati tarkvara Olympus CellSens, A
- 400x suurendus; B-D - 1000x suurendus. Bakteriks on kdikidel piltidel GFP-ga mérgistatud P.
helleri. A - seen Mortierella alpina (positiivne interaktsioon); B - seen Clonostachys rosea
(posititivne interaktsioon); C - seen Trichoderma sp. (negatiivne interaktsioon); D seen
Paraphaeosphaeria sporulosa (positiivne interaktsioon); E - faaskontrastmikroskoobiga Olympus
BX41 1000x suurendusega tehtud pilt Mortierella alpina ja P. helleri, kollaste nooltega on
nididatud bakterite seondumine seene hiiiifile (suurendatud pilt).
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Vaadeldud preparaatidest selgus, et C. rosea oli ainus seen, mille hiiiifidele kinnitusid koik
bakterid. Lisaks moodustas C. rosea kdige rohkem biofilmi (joonis 6). Inhibitsioonikatsetest
selgus, et C. rosea kasvu inhibeerisid P. koreens’is ja Rouxiella sp. ainsana iile 10% (vastavalt
14,4% ja 11%; Lisa 4), kuid see ei takistanud bakteri rakkude kleepumist seene hiiiifile. Stanley et
al. (2014) niitasid samuti oma uurimistoos, et kuigi Bacillus subtilis inhibeeris seene kasvu tassil,
kinnitus bakter hiilifidele véga hésti. Teised uuritavad bakterid kas inhibeerisid véhe v6i hoopiski

soodustasid C. rosea kasvu — Rahnella sp (37,7%) ja P. helleri (1,4%) (Lisa 3 B, Lisa 4).

M. alpina hiiiifidele kinnitusid koik bakterid peale Rahnella sp., samuti Trichoderma sp. hiitifidele
kinnitusid koik bakterid vélja arvatud P. helleri, mis oli iihtlasi vihem biofilmi moodustav bakter
(joonis 5). Samas, kuigi P. helleri ei ole hea biofilmi moodustaja, kinnitub ta siiski C. rosea, M.
alpina ja P. sporulosa hiilifidele. MATH test niitas, et P. helleri rakupind oli kdige hiidrofoobsem
vorreldes teiste pseudomonaadidega ning voiks eeldada, et see bakter seondub hésti hiidrofoobsete
seentega kuid seda ei ndhtud preparaadil. Kirjanduses on nididatud, et mullabakterite ja seente
vahelised koostoimed vdivad olla spetsiifilised ja teatud bakteritiived voivad kinnituda mdne

seeneliigi hiitifidele, kuid mitte teistele (Toljander et al., 2006).

Triveni et al. (2012) uuringus néidati, et Trichoderma viride niidistikule kinnitus P. fluorescens,
mis iihtib antud uurimistooga, kuigi selles to6s pole Trichoderma liik tépselt teada. Varasemalt on
leitud, et Trichoderma viride ja P. fluorescens on vdimelised koos biofilmi moodustama ja nende
moodustatud ~ biofilm  mdjutas  puuvillataimede kasvu  mérkimisvéérselt, vorreldes
kontrolltaimedega (Triveni et al., 2012; 2015). Kéesolevas uurimistoos kinnitusid samuti kolme
Pseudomonas liigi rakud Trichoderma hiiiifidele (Tabel 3). Vastandamiskatsetest selgus (Joonis 7,
Lisa 3 D, Lisa 4), et P. sporulosa oli mikroseen, mille kasvu inhibeerisid bakterid {ildjoontes kdige

rohkem ja selle seene hiiiifidele kinnitus ka kdige vihem bakteri liike.

Koikidest uuritud bakterite ja seente preparaatidest pandi téhele, et P. trivialis ja P. fluorescens
moodustasid vdga rohkelt biofilmi kdikidel seente hiiiifidel vorreldes teiste bakteritega (joonis 9).
Ka kirjanduses on néidatud, et Pseudomonas’e liigid kinnituvad seente hiiiifidele ja moodustavad
ildjuhul rohkem biofilmi kui teiste bakterite perekondade esindajad (Toljander et al., 2006). Lisaks

eelnimetatud kahele Pseudomonas perekonna liigile ka Rouxiella sp. seondus koikide seente
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hiiiifidega. Rouxiella sp. oli ainus bakter, mille rakupind oli kdige hiidrofoobsem ja ta seostus

hiidrofoobsete seentega, mis iihtib osade tulemustega kirjandusest (Di Ciccio et al., 2015).

20 um

Joonis 9. Fluorestsentsmikroskoobiga Olympus BX61 tehtud pildid (ergastuse ja emissiooni
lainepikkused olid vastavalt 480 ja 500 nm), pilditodtlusel kasutati tarkvara Olympus CellSens,
1000x suurendus. A - seen Paraphaeosphaeria sporulosa ja bakter P. fluorescens; B - seen
Paraphaeosphaeria sporulosa ja bakter P. trivialis.

Kéesolev to6 néitab, et kandseente viljakehadest isoleeritud bakterid on voimelised interakteeruma
teistesse hoimkondadesse (Ascomycota, Mortierellomycota) kuuluvate mikroseente hiiiifidega.
Samas bakteri kinnitumine seene hiiiifile voib olla spetsiifiline, moned bakteritiived kinnituvad
mone seeneliigi hiitifidele, kuid mitte teistele. Antud uurimist66 on uudne, kuna seesuguseid

uuringuid on seni védga vihe tehtud.
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KOKKUVOTE

To60s uuriti seitsme varasemalt makroseente viljakehadest isoleeritud ja potentsiaalselt taimede
kasvu soodustava bakteri kinnitumist mullas laialt levinud 4 mikroseene niidistikule biofilmi
moodustumise nditel. Tdpsemalt sooviti vidlja selgitada kui spetsiifiline on mikroseen-bakter
seondumine ja millist rolli mingib seondumisel seente ja bakterite vdime moodustada biofilmi,
nende rakupinna hiidrofoobsus ning bakterite antagonistlik vdi mitteantagonistlik mdju seene

kasvule.

To0s saadud tulemused voib kokku votta jargnevalt:

e t00s kasutatud bakteritest olid hiidrofoobse rakupinnaga ainult Pseudomonas helleri ja
Rouxiella sp., teised bakterid olid hiidrofiilsed ning mikroseened eeldatavalt koik
hiidrofoobsed;

e Dbakteritest moodustas biofilmi kdige paremini Pseudomonas koreensis, teised bakterid
moodustasid kas moddukalt voi vihe. Mikroseentest moodustasid biofilmi kdige paremini
Mortierella alpina ja Clonostachys rosea. Paraphaeosphaeria sporulosa moodustas
biofilmi hésti 72 h méddumisel ja Trichoderma sp. ei olnud hea biofilmi moodustaja;

e Clonostachys rosea, Mortierella alpina ja Paraphaeosphaeria sporulosa kasvu
inhibeerivad kdige vihem voi lausa soodustavad bakterid Rahnella sp. ja Pseudomonas
helleri, mis samas moodustasid biofilmi vihem. Samal ajal avaldavad kdige tugevamat
inhibeerivat moju koigi kolme seene kasvule bakterid Pseudomonas koreensis ja Rouxiella
sp., mis moodustasid biofilmi rohkem;

e vo0ib Oelda, et seente kasvu inhibeerisid biofilmi rohkem moodustavad bakterid;

e Trichoderma sp. kasvule ei avaldanud iikski bakter ei negatiivset ega positiivset moju,
samas pohjustas Rahnella sp. erinevalt teistest bakteritest 7richoderma sp. puhul tunduvalt
ndrgemat konidisatsiooni, mis on tldiselt iseloomulik reaktsioon stressitingimustele, olles
seega pigem seene kasvu soodustav bakter;

e Dbakterite kinnitumine seente hiiiifidele soltub nii konkreetsest seenest kui ka konkreetsest

bakterist.
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Kéesolevas t60s saadud tulemuste pohjal voib viita, et biovéetiste seisukohalt voiks olla
Trichoderma sp. iiks parimaid lahendusi, kuna enamik baktereid kinnituvad tema hiitifidele ja ei
inhibeeri tema kasvu. Lisaks vOiks potentsiaali olla seenel Clonostachys rosea, kuna kdik bakterid
seondusid ja P. helleri ja Rahnella sp. isegi soodustasid selle mikroseene kasvu. Bakteritest oleks
sobivaim Rahnella sp., sest nagu eestpoolt lugeda voib, ei inhibeeri see bakter oluliselt seente kasvu
ja tdendoliselt toodab kasvuhormooni IAA, mis on samal ajal taimede kasvuhormooniks.
Bakteritest voiks veel sobilik olla Pseudomonas fluorescens, mis ei inhibeerinud samuti
markimisvairselt seente kasvu, kinnitus koigile ja on ka varasemalt leitud, et koos seenega
moodustab rohkem biofilmi ning P. fluorescens’i ja seene biofilm voib mojuda histi taimede

kasvule.
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Bacterial attachment to the mycelium of microfungi on the example of biofilm

Helery Hindriksoo

Summary

Biofilms of bacteria and microfungi are found in various environments, and their study is important
for several fields, including medicine and agriculture. Biofilms are used in agriculture both for
combating plant pathogens and promoting plant growth, thereby increasing agricultural
productivity. This research focuses on studying the interactions between bacteria and microfungi
potentially used for promoting plant growth and combating plant pathogens, and the knowledge
gained from this work is widely important, especially for the future development of biofertilizers
based on microfungi-bacteria complexes. In this study, seven bacteria isolated from fungal fruiting

bodies and four fungi isolated from agricultural soil were used.

To better understand the interactions between bacteria and fungi and the attachment of bacteria to
fungal hyphae, the ability of bacteria and fungi to form biofilms, cell
hydrophobicity/hydrophilicity, and possible antagonistic/non-antagonistic relationships between
them were tested. The microfungi used in the study were expected to have hydrophobic cell
surfaces, while the bacterial cell surfaces were mostly hydrophilic. Among the bacteria,
Pseudomonas koreensis was the best biofilm former, while all microfungi except Trichoderma sp.
were good at forming biofilms. Clonostachys rosea, Mortierella alpina, and Paraphaeosphaeria
sporulosa are least inhibited or even promoted by bacteria Rahnella sp. and Pseudomonas helleri,
which, however, formed less biofilm. Meanwhile, bacteria Pseudomonas koreensis and Rouxiella
sp., which formed more biofilm, exerted the strongest inhibitory effect on the growth of all three
fungi. None of the bacteria inhibited the growth of Trichoderma sp.

It can be concluded that the bacteria that successfully formed biofilms inhibited the growth of
microfungi the most. The attachment of bacteria to fungal hyphae depends on both the specific

fungus and the specific bacterium.

Based on the results obtained in this study, it can be concluded that 7Trichoderma sp. could be one
of the best choices among the fungi for biofertilizers, as most bacteria attached to its hyphae without

inhibiting its growth. Additionally, there may be potential in the fungus Clonostachys rosea, as all
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bacteria interacted with its hyphae, and Pseudomonas helleri and Rahnella sp. even promoted its
growth. Among the bacteria, Rahnella sp. would be the most suitable choice since it did not
significantly inhibit fungal growth and likely produces the growth hormone IAA, which is also a
plant growth hormone. Another suitable bacterium could be Pseudomonas fluorescens, which did
not significantly inhibit fungal growth, attached to all fungi, and previous studies have shown that

a biofilm formed by P. fluorescens in conjunction with a fungus can positively affect plant growth.
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LISAD

LISA 1. MATH test uuritud bakteritega. (A) - bakterite suspensioonid enne heksadekaani (B)
lisamist. MP233 - P. helleri; MP140 - P. trivialis; MP170 - P. yamanorum; MP244 - P. fluorescens;
MP245 - Rahnella sp.; 41 - Rouxiella sp.; 255 - P. koreensi.

MP233 S PTa0 MP170 MP244 MP245 a1 s
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LISA 2. Mikroseente hiidrofoobsus heksadekaaniga: A10 — Mortierella alpina; Al18 —
Clonostachys rosea; A34 — Trichoderma sp.; A42 — Paraphaeosphaeria sporulosa.
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LISA 3. Vastandamiskatsete nédidispildid R2A s66tmel.

A

Trichoderma sp. A34

P. trivialis MP140 Rahnella sp. MP245

Clonostachys rosea A18

Rahnella sp. MP245 P. yamanorum MP170
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Mortierella alpina A10

Rahnella sp. MP245

P. koreensis 255

Paraphaeosphaeria sporulosa A42

P. yamanorum MP170

P. helleri MP233
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LISA 4. Bakteri inhibeeriv mdju (%) seente kasvule R2A s66tmel.

Mortierella  Clonostachys Trichoderma Paraphaeosphaeria
alpina A10 rosea A18 sp. A34 sporulosa A42

Pseudomonas trivialis

MP140 11 4.1 0.0 22.2
Pseudomonas yamanorum

MP170 15 6.2 0.0 25.6
Pseudomonas helleri

MP233 6.9 -1.4 0.0 -1.7
Rouxiella sp. 41 16.7 11 0.0 26.1
Rahnella sp. MP245 0 -37.7 0.0 2.8
Pseudomonas koreensis

255 22 14.4 0.0 22.2
Pseudomonas fluorescens

MP244 4.6 0.7 0.0 5.7
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